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(57) Abstract 



The invention concerns a method for selecting tumours expressing HLA-G, sensitive to an anticancer treatment, which inhibits or 
prevents the HLA-G activity of said tumours and the uses thereof. Said method enable to establish either the HLA-G transcription profile 
of a solid rumour or the HLA-G expression profile of a solid tumour. The method for establishing the HLA-G transcription profile consists 
in: (i) drawing a tumoral sample; (ii) extracting the mRNA; (iii) reverse transcription (RT) of said RNA; (iv) successive or simultaneous 
amplification of the cDNA's obtained in (iii) in the presence of primers specific to each HLA-G isoform and analysing the resulting 
amplification products, by electrophoresis and/or specific hybridisation and (v) establishing said sample HLA-G transcription profile. TTie 
method for establishing the HLA-G expression profile consists in; (i) drawing a tumoral sample; (ii) optionally marking said sample cells; 
(iii) carrying out a lysis of the cells; (iv) contacting said cells which have been subjected to lysis with different antibodies directed against 
the class I HLA-G antigens, to form, optionally HLA-G isoform/antibodies complexes; and (v) establishing said sample HLA-G expression 
profile by detecting the complexes formed in step (iv). 



(57) Abrege* 



M6thode de s61ection de tumeurs solides exprimant HLA-G, sensibles a un traitement anticancSreux, qui inhibe ou previent l'activite* 
HLA-G desdites tumeurs solides et ses applications. Ladite mdthode permet d'6tablir soit le profil de transcription HLA-G d'une tumeur 
solide, soit le profil d'expression HLA-G d'une tumeur solide. La m&hode d'6tablissement du profil de transcription HLA-G comprend: (i) 
le pnMevement d'un echantillon tumoral; (ii) I'extraction de r ARNm; (iii) la transcription inverse (RT) dudit ARN; (iv) les amplifications 
successives ou concomitantes des ADNc obtenus en (iii), en presence d'amorces specifiques de chaque isoforme d'HLA-G et 1'analyse des 
produits d'amplification obtenus, par flectrophorese et/ou hybridation specifique et (v) l'etoblissement du profil de transcription HLA-G 
dudit echantillon. La mdthode d'Stablissement du profil d'expression HLA-G comprend: le prelevement d'un echantillon tumoral, (ii) 
6ventuellement le marquage des cellules dudit echantillon, (iii) la lyse des cellules, (iv) la mise en contact des cellules lysees avec difterents 
anticorps dirig& contre les antigenes HLA de classe I, pour former, eventuellement des complexes isoforme d*HLA-G/anticorps et (v) 
retablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, par d6tection des complexes formed a I'dtape (iv). 
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METHODE DE SELECTION DE TUMEURS EXPRIMANT HLA-G, 
SENSIBLES A UN TRAITEMENT ANTICANCEREUX ET SES 
APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a une methode de selection de 
tumeurs solides sensibles a un traitement anticancers, qui inhibe ou previent 
l'activite HLA-G desdites tumeurs soUdes et ses applications. 

Les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilit^ (CMH), se 
divisent en plusieurs classes, les antigenes de classe I (HLA-A, HLA-B et HLA-C) qui 
presentent 3 domaines globulaires (al, a2 et a3), et dont le domaine a3 est associe a 
la P2 microglobuline, les antigenes de classe II (HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) et 
les antigenes de classe III (complement). 

Les antigenes de classe I comprennent, outre les antigenes precitfs, 
d'autres antigenes, dits antigenes de classe I non classiques, et notamment les anti- 
genes HLA-E, HLA-F et HLA-G; ce dernier, en particulier, est exprime par les 
trophoblastes extravilleux du placenta humain normal et les cellules epitheliales 
thymiques. 

La sequence du gene HLA-G (gene HLA-6.0) a ete decrite par 
GERAGHTY et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 9145-9149) : il comprend 
4396 paires de bases et presente une organisation intron/exon homologue a celle des 
genes HLA-A, -B et -C. De maniere plus precise, ce gene comprend 8 exons, 7 introns 
et une extremite non traduite 3' ; les 8 exons correspondent respectivement a : exon I : 
sequence signal, exon 2 : domaine extracellulaire al, exon 3 : domaine extracellulaire 
<x2, exon 4 : domaine extracellulaire a3, exon 5 : region transmembranaire, exon 6 : 
domaine cytoplasmique I, exon 7 : domaine cytoplasmique II (non traduit), exon 8 : 
domaine cytoplasmique m (non traduit) et region 3' non traduite (GERAGHTY et al., 
precit6; ELLIS et al., J. Immunol., 1990, 144, 731-735 ; KIRSZENBAUM M. et al., 
Oncogeny of hematopoiesis. Aplastic anemia Eds. E. Gluckman, L. Coulombel, Col- 
loque INSERM/John Libbey Eurotext Ltd). Toutefois le gene HLA-G difTere des au- 
tres genes de classe I, en ce que le codon de terminaison de traduction, en phase, est 
localise au niveau du deuxieme codon de l'exon 6 ; en consequence, la region cyto- 
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plasmique de la proteine codee par ce gene HLA-6.0 est considerablement plus courte 
que celle des regions cytoplasmiques des proteines HLA-A, -B et -C. 

Ces antigenes HLA-G sont essentiellement exprim^s par les cellules 
cytotrophoblastiques du placenta et sont considers comme jouant un role dans la 
5 protection du foetus (absence de rejet par la mere). En outre, dans la mesure ou Tanti- 
gene HLA-G est monomorphique, il peut egalement fitre impliqu6 dans la croissance 
ou la fonction des cellules placentaires (KOVATS et al., Science, 1990, 248. 220- 
223). 

D'autres recherches concernant cet antig&ie non classique de classe I 
10 (ISHITANI et al., Proc. Natl Acad. ScL USA, 1 992, 89, 3947-395 1) ont montre que le 
transcrit primaire du gene HLA-G peut etre episse de plusieurs manieres et produit au 
moins 3 ARNm matures distincts : le transcrit primaire d'HLA-G fournit une copie 
complete (Gl) de 1 200 pb, un fragment de 900 pb (G2) et un fragment de 600 pb 
(G3). 

15 Le transcrit Gl ne comprend pas 1'exon 7 et correspond a la 

sequence decrite par ELLIS et al. (precite), c'est-i-dire qu'il code une prot6ine qui 
comprend une sequence leader, trois domaines externes, une region transmembranaire 
et une sequence cytoplasmique. L'ARNm G2 ne comprend pas l'exon 3, c'est-a-dire 
qu ! il code une proline dans laquelle les domaines al et a3 sont directement joints ; 

20 TARNm G3 ne contient ni l'exon 3, ni l'exon 4, c'est-a-dire qu'il code une proteine 
dans laquelle le domaine al et la sequence transmembranaire sont directement joints. 

L'^pissage qui prevaut pour Tobtention de Tantigene HLA-G2 
entraine la jonction d ! une adenine (A) (provenant du domaine codant al) avec une 
sequence AC (issue du domaine codant a3), ce qui entraine la creation d ! un codon 

25 AAC (asparagine) h. la place du codon GAC (acide aspartique), rencontre au debut de 
la sequence codant le domaine a3 dans.HLA-Gl. 

L ! epissage genere pour Tobtention de HLA-G3 n'entraine pas la for- 
mation d'un nouveau codon dans la zone d'epissage. 

Les Auteurs de cet article ont egalement analyse les differentes pro- 

30 teines exprimees : les 3 ARNm sont traduits en proteine dans la lignee cellulaire 
.221-G. 
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Certains des Inventeurs ont montre l'existence d'autres formes epis- 
sees d'ARNm d'HLA-G : le transcrit HLA-G4, qui n'inclut pas l'exon 4 ; le transcrit 
HLA-G5, qui inclut l'intron 4, entre les exons 4 et 5, provoquant ainsi une modifica- 
tion du cadre de lecture, lors de la traduction de ce transcrit et en particulier 
5 l'apparition d'un codon stop, apres l'acide amine 21 de Pintron 4 ; et le transcrit HLA- 
G6, posseMant rintron 4, mais ayant perdu l'exon 3 (KIRSZENBAUM M. et al., Proc. 
Natl. Acad Sci. USA, 1994, 91, 4209-4213 ; Demande Europeenne EP 0 677 582 ; 
KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol, 1995, 43, 237-241 ; MOREAU P. et al., 
Human Immunol. 1995, 43, 231-236) ; ils ont egalement montre que ces differents 
10 transcrits sont exprimes dans plusieurs types de cellules humaines fcetales et adultes, 
notamment dans les lymphocytes (KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol, 
1995, precite ; MOREAU P. et al., Human Immunol. 1995, precite). 

Certains des Inventeurs ont egalement montrd que les cellules NK 
n'expriment aucun transcrit HLA-G (TEYSSIER M. et al., Nat. Immunol, 1995, 14, 
15 262-270 ; MOREAU P. et al., Human Immunol, 1997, 52, 41-46). 

II existe done au moins 6 ARNms HLA-G differents qui codent 
potentiellement 6 isoformes prot&ques d'HLA-G, dont 4 membranaires (HLA-G 1, 
G2, G3 et G4) et 2 solubles (G5, G6). 

Bien que le foetus puisse etre consider^ comme une semiallogreffe, 
20 les cellules fcetales survivent et ne sont pas rejetew par la mere ; il est apparu que les 
moldcules HLA-G, exprimees a la surface des trophoblastes protegent les cellules 
fcetales de la lyse par les cellules natural killer (NK) maternelles de la decidua uterine 
et du sang peripherique (CAROSELLA E.D. et al., C.R. Acad. Sci., 318, 827-830 ; 
CAROSELLA E.D. et al ; Immunol. Today, 1996, 407-409 ; ROUAS-FREISS N. et 
25 al., PNAS, 1 997, 94, 5249-5254). 

Des etudes anterieures ont montre que l'expression des modules 
HLA-G a la surface de cellules cibles transfectees permet de proteger lesdites cellules 
cibles de 1'activite lytique des cellules NK de la couche deciduale de I'endometre 
maternel (CHUMBLEY G. et al., Cell Immunol, 1994, 155, 312-322 ; DENIZ G. et 
30 al., J. Immunol, 1994, 1 52, 4255-4261 ; ROUAS-FREISS N. et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci., 1997, 94, 5249-5254). II est a noter que ces cellules cibles sont obtenues par 
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transfection avec des vecteurs comprenant soit l'ADN genomique de HLA-G, gene- 
rant potentiellement tous les transcrits alternatifs, soit avec des vecteurs contenant les 
ADNc HLA-G 1 et HLA-G2 codant les isoformes pratiques HLA-G 1 et HLA-G2 
(Demande de Brevet Europeen n° 0 677 582 et Demande PCT/FR98/00333). 

5 Les cellules NK expriment des recepteurs des molecules du CMH de 

classe I (killer inhibitory receptors ou KIR ou NKIR pour recepteurs inhibiteurs NK), 
qui sont responsables de l'inhibition de la cytotoxicity lorsque ces molecules HLA, 
agissant comme ligands, sont reconnues par ces recepteurs ; par exemple, 
N. ROUAS-FREISS et al. (Proc. Natl. Acad. Sci., 1997, 94, 5249-5254) ont montre 

10 que Pexpression de HLA-G protegeait de la lyse, les cellules cibles K562 (lignee 
cellulaire erythroleucemique humaine), transfectees par les isoformes HLA-G1 et G2. 
Ces cellules sont habituellement sensibles aux cellules NK. 

Ces resultats attestent du role fondamental de la molecule HLA-G en 
tant qu'antigene d'immunotolerance. Ces resultats ont ete &argis a Tensemble des 

15 isoformes membranaires. Les ADNc codant pour les isoformes HLA-G1, G2, G3, G4 
exprimes apres transfection dans differents types cellulaires, en particulier, les cellules 
K562 et les cellules tumorales M8 transfectees inhibent les fonctions cytotoxiques NK 
etCTL. 

Compte tenu du role important que peut jouer la molecule HLA-G, 
20 les Inventeurs, poursuivant leurs travaux ont plus particulierement etudies les cellules 
tumorales et se sont notamment donnes pour but de pourvoir a des outils de selection 
des tumeurs solides sensibles a un traitement qui inhibe les antigenes HLA-G, presents 
notamment sur certaines tumeurs. 

La presente invention a pour objet une m&hode d'etablissement du 
25 profil de transcription HLA-G d'une tumeur solide en vue de la selection d'un traite- 
ment adapte k ladite tumeur et/ou en vue de la surveillance de Involution de ladite 
tumeur, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral ; 

(ii) l'extraction de l'ARNm, a partir dudit echantillon ; on peut utili- 
30 ser notamment, une m&hode modifiee de Chomczynski et Sacchi, en utilisant le 

nSactif RNA NOW (Ozyme, France) ; 
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(iii) la transcription inverse (RT) dudit ARN ; 

(iv) les amplifications successives ou concomitantes des ADNc 
obtenus en (iii), en presence d' amorces sp6cifiques de chaque isoforme d'HLA-G et 
Panalyse des produits d' amplification obtenus, par 61ectrophorese et/ou hybridation 

5 sp6cifique et 

(v) I'etablissement du profil de transcription HLA-G dudit echan- 

tillon. 

De maniere prtferee, les transcriptions inverses sont amorcees avec 
des oligo-dT sur de l'ARNm, prealablement denature, par exemple a 65°C, en 
10 presence d'une transcriptase inverse, telle que la transcriptase inverse M-MLV 
(Gibco-BRL, Life technologies). 

Egalement de maniere pr6f£ree, T amplification des ADNc est r£ali- 



see par polymerisation en chaine (PCR), en utilisant des amorces specifiques des 
diffSrentes isoformes d'HLA-G, confoimement aux Tableaux suivants : 



Amorces 


Sequences nucleotidiques 


Temperatures 
d'hybridation 
(°C) 


Isoformes 
amplifiees 


G.257 
G3.U 


5 '-GGAAGAGGAGACACGGAACA 
5'-GGCTGGTCTCTGCACAAAGAGA 


61 


G1,G2,G3, 
G4, G5, G6 


G.526 
G3.U 


5 ' -CC AATGTGGCTGAAC AAAGG 
5 ' -GGCTGGTCTCTGC AC AAAG AG A 


61 


G1,G4,G5 


G.-3-4 
G3.U 


5 '-ACCAGAGCGAGGCCAAGCAG 
5'-GGCTGGTCTCTGCACAAAGAGA 


65 


G3 


G.-3 
G3.U 


5'-ACCAGAGCGAGGCCAACCCC 
5'-GGCTGGTCTCTGCACAAAGAGA 


65 


G2,G6 


G.-3 
G.i4b 


5'-ACCAGAGCGAGGCCAACCCC 
5 '-AAAGGAGGTGAAGGTGAGGG 


61 


G6 


G.526 
G.i4b 


5 '-CCAATGTGGCTGAACAAAGG 
5 ' -AAAGGAGGTGAAGGTGAGGG 


61 


G5 



15 
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Sondes 


Sequences nucleotidiques 


Temperatures 
d'hybridation 
(°Q 


Isoformes 
detectees 


GR 


5 '-GGTCTGCAGGTTC ATTCTGTC 


60 


HLA-G1, G2, 
G3,G4,G5,G6 


G.647F 


5'-CCACCACCCTGTCTTTGACT 


60 


HLA-G1, 
G2.G5, G6 


G.I4F 


GAGGCATCATGTCTGTTAGG 


55 


HLA-G5, G6 


G.927F 


5'-ATCATGGGTATCGTTGCTGG 


55 


HLA-G1, G2, 
G3, G4, G5 et 
G6 



Les Inventeurs ont trouve, de maniere surprenante, qu'au moins 
certaines tumeurs solides expriment l'antig&ie HLA-G et ont montrd que cet antigene 
HLA-G joue un role fonctionnel dans la protection des cellules tumorales (tumeurs 
solides) de la destruction par les cellules NK. lis ont en outre montr6 la presence 
effective de certaines des isoformes d'HLA-G a la surface desdites cellules tumorales, 
Toutefois, egalement de maniere surprenante, selon les lign6es 
tumorales, le profil HLA-G (transcrits et proteines) sera different 

: Par exemple, dans certaines lign£es de melanome, on peut observer 
la presence des isoformes HLA-G2/G4 et G3, qui protegent ces lignees de la lyse 
cellulaire induite par les cellules NK, comme le fait Tisofoime HLA-G 1, dans d'autres 
lignees. 

Dans d'autres lignees, Tensemble des transcrits HLA-G sont 
ddtectes. La forme protdique HLA-G 1 est detectee par immunofluorescence avec un 
anticorps anti-HLA-G et inhibe la lyse NK. 

L' analyse de biopsies de patients atteints de melanomes revele un 
taux de transcrits eleve HLA-G dans certaines tumeurs (primitives et metastases) 
assocte a une forte expression de la proline HLA-G 1 detectable en immunohisto- 
chimie sur coupes congetees avec im anticorps anti-HLA-Gl. 

Cette transcription et expression elevde HLA-G est spScifique du 
tissu tumoral et n'est pas d6tect6e dans le tissu sain. 
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Dans certains melanomes, on observe une dissociation de la trans- 
cription des isoformes solubles (G5) et membranaires. L'analyse des patients revele 4 
profils de transcription et d'expression HLA-G. 



Profils de 
transcription 


Formes membranaires Formes solubles 
HLA-G1,G2,G3,G4 


Profil 1 
2 
3 
4 


++ 

++ 

++ ++ 



L'expression de la proteine soluble est d&ectee en immunohisto- 
chimie sur les patients presentant le profil P4. 

La prdsente invention a egalement pour objet une methode 
d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une tumeur solide, en vue de la 
selection d'un traitement adapts a ladite tumeur et/ou en vue de la surveillance de 
Involution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 

(ii) la preparation d'une coupe histologique a partir dudit echan- 
tillon, 

(iii) le marquage des cellules de F echantillon obtenu en (ii) avec des 
anticorps specifiques d'isoformes membranaires et solubles HLA-G, et 

(iv) T etablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, 
par detection des cellules marquees. 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une tumeur solide, en vue de la 
selection d'un traitement adapts a ladite tumeur et/ou en vue de la surveillance de 
revolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle comprend ; 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 

(ii) dventuellement le marquage des cellules dudit echantillon, 

(iii) la lyse des cellules, 
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(iv) la mise en contact des cellules lysees avec differents anticorps 
diriges contre les antigenes HLA de classe I, pour former, everituellement des 
complexes isoforme d'HLA-G/anticorps, et 

(v) r&ablissement du profil d' expression HLA-G dudit echantillon, 
5 par detection des complexes formes a l'etape (iv). 

De maniere preftree, a l'etape (iv), on obtient des immunoprecipit&, 
qui sont separes, a l'etape (v) par electrophorese, transferes sur membrane et ddtectes. 

Conform&nent a 1' invention, lesdits anticorps sont de preference des 
anticorps monoclonaux. 
10 La recherche d'une expression des HLA-G par certaines cellules 

tumorales et/ou des cellules infiltrant la tumeur (macrophages, cellules dendritiques) 
permet de mieux evaluer le type de traitement potentiellement efficace. 

En effet, la connaissance du profil de transcription de 1' expression 
HLA-G d'une tumeur solide est cruciale pour choisir le meilleur traitement possible et 
15 suivre 1'evolution de la tumeur en fonction dudit traitement. 

La prdsente invention a egalement pour objet une methode de selec- 
tion de facteurs de regulation de la transcription et/ou de 1'expression des HLA-G par 
des cellules tumorales (inhibition), laquelle m&hode est caracteris6e en ce qu'elle 
comprend : 

20 (i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 

(ii) Tisolement des cellules tumorales a partir dudit echantillon, 

(iii) la mise en culture primaire des cellules tumorales obtenues en 

(ii), 

(iv) Taddition de la substance k tester, 

25 (v) la visualisation de Teffet obtenu par T&ablissement du profil de 

transcription et/ou d' expression HLA-G desdites cellules tumorales apres traitement 
avec ladite substance a tester, et 

(vi) le test in vitro de Teffet du traitement sur la reponse anti- 

tumorale (reponses NK et CTL). 
30 De maniere avantageuse, les lignees cellulaires derivees des biopsies 

permettent d'dvaluer la sensibilite a un traitement in vitro, de determiner les agents 
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susceptibles de reduire l'expression HLA-G (outil de criblage) dans Tobjectif de r&a- 
blir une raeilleure reponse antitumorale, dans le cas de cellules tumorales HLA-G 
positives. 

De telles cellules servent avantageusement de module d'&ude de la 
5 transcription et/ou de l'expression des HLA-G. 

La presente invention a egalement pour objet une methode de 
surveillance de Involution d'une tumeur exprimant HLA-G, caracterisee en ce qu'elle 
comprend le dosage de la forme soluble d'HLA-G dans les serums de patients, en tant 
que facteur pronostic de la dissemination tumorale ou de la capacity d'une tumeur a 
1 0 former des metastases. 

Ledit dosage est de preference realise par une methode immuno- 
logique conventionnelle, mettant en oeuvre des anticoips anti-HLA-G soluble. 

La presente invention a egalement pour objet un vaccin anti-tumoral, 
apte a etre utilise dans les tumeurs solides exprimant au moins une isoforme d'HLA- 
15 G, caracterisd en ce qu'il est selectionne dans le groupe constitue par des cellules 
tumorales autologues ou un antigene HLA-G5 soluble ou un fragment de celui-ci ; de 
tels vaccins induisent la formation de lymphocytes T cytotoxiques, specifiques de 
tumeurs et d'anticorps anti-HLA-G. 

Lorsque ledit vaccin est constitue de cellules autologues (notamment 
20 des cellules tumorales de l'individu a traiter exprimant au moins une isoforme d'HLA- 
G), lesdites cellules sont de preference modifiees de maniere a induire effectivement la 
production d'anticorps anti-HLA-G. Les cellules sont par exemple soumises a un 
traitement au cholesterol ou a un traitement hyperbare. 

De maniere avantageuse, ledit antigene HLA-G soluble ou un 
25 fragment de celui-ci est couple a une proteine appropriee et eventuellement associe a 
un adjuvant tel que l'hydroxyde d*aluminium ou le phosphate de calcium. 

Ledit vaccin est de preference administr6 par voie sous-cutan£e ou 

intra-dermique. 

La presente invention a egalement pour objet une composition anti- 
30 tumorale, apte a etre utilisee dans des tumeurs solides exprimant au moins une iso- 
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forme d'HLA-G, caracteris^e en ce qu'elle est essentiellement constituee d'anticoips 
anti-HLA-G (immunoth6rapie passive). 

La pr&ente invention a dgalement pour objet une composition anti- 
tumorale, apte I etre utilisee dans des tumeurs solides exprimant au moins une iso- 
5 forme d'HLA-G, caract£ris6e en ce qu'elle est essentiellement constituee par au moins 
un facteur de regulation de la transcription et/ou de l'expression des HLA-G. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite composition, ledit 
facteur de regulation est s61ectionn£ dans le groupe constitue par les facteurs de regu- 
lation obtenus a l'aide de la m&hode telle que d^finie ci-dessus, les facteurs antago- 
10 nistes des agents d'activation des HLA-G, identifies par les Inventeurs [interleukine- 
10, glucocorticoid, interferons, action du stress (radiations, choc thermique, m6taux 
lourds, stress oxydatif)], les acides nucleiques anti-sens et les inhibiteurs hormonaux 
de la transcription et/ou de l'expression desdites HLA-G. 

La presente invention a en outre pour objet des produits contenant 
15 des anticorps anti-HLA-G et des facteurs de regulation de l'expression des HLA-G, 
comme produits de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou £talee 
dans le temps, dans le traitement des tumeurs solides exprimant au moins une iso- 
forme d'HLA-G. 

Lesdits facteurs de regulation sont tels que ceux d6finis ci-dessus. 
20 Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 

d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre de la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes 
dans lesquels : 

- la figure 1 illustre : 

25 (A) : l'analyse RT-PCR des ARNm des isofonnes d'HLA-G dans les 

cellules de melanome. Des amorces pan-HLA-G [amorce G.257 (exon 2) et 3G.U 
(extremity 3' non-traduite)] sont utilisees pour 1' amplification PCR des transcrits 
HLA-G correspondants aux diffcrentes isoformes connues d'HLA-G. L'ADNc des 
cellules de choriocarcinome JEG-3, les trophoblastes du premier trimestre (TRO) et 

30 les cellules mononucleees du sang peripherique (PBMC) sont utilises comme cellules 
controles respectivement pour les taux de transcription 6ltv6s et les taux de transcrip- 
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tion basals d'HLA-G. IgR, M8, DRAN et M74 correspondent 4 Tamplification de 
l'ADNc de lignees cellulaires de m&anomes. Les bandes HLA-G specifiques sont 
revelees par hybridation avec la sonde GR-specifique, localisee au niveau de l'exon 2. 
Les bandes correspondant aux transcrits HLA-G 1, G2, G3, G4 et G5 sont indiqu^es 
5 par des fleches. Les produits de la PCR, co-amplifies au cours de la meme reaction, 
avec les amorces de la p-actine sont detectes sur la meme membrane k l'aide d'une 
sonde P-actine ; 

(B) : cette figure correspond & la detection RT-PCR des transcrits 
alternatifs dans les cellules de melanome. L'amorce 3 est specifique des isoformes 

10 HLA-G2 et HLA-G2 soluble (G6) qui ne possedent pas l'exon 3. L'amorce 3.4 permet 
de distinguer les transcrits ARNm HLA-G3. Les amorces G.526 et I4b amplifient de 
maniere specifique le transcrit HLA-G5, qui correspond a la forme soluble. Les pro- 
duits de la PCR, co-amplifies dans la meme reaction avec les amorces de la p-actine, 
sont detectes sur la meme membrane par une sonde specifique de la P-actine ; 

15 (C) : cette figure correspond a l'analyse RT-PCR de PARNm HLA- 

G dans des cellules de melanome. Des amorces pan-HLA-G [amorce G.257 (exon 2) 
et 3G.U (extremity 3' non-traduite)] sont utilisdes pour 1' amplification PCR des 
transcrits HLA-G correspondants aux differentes isoformes connues d'HLA-G. 
L'ADNc des cellules de choriocarcinome JEG-3, sont utilises comme cellules 

20 controles pour les taux de transcription eleves. IgR, M8 et DRAN correspondent k 
Tamplification de l'ADNc de lignees cellulaires de melanome. Les bandes HLA-G 
specifiques sont revelees par hybridation avec la sonde GR-specifique, localisee au 
niveau de l'exon 2. Les bandes correspondant aux transcrits HLA-G 1, G2, G3, G4 et 
G5 sont indiquees par des fleches. Les produits de la PCR, co-amplifies au cours de la 

25 meme reaction, avec les amorces de la P-actine sont detectes sur la meme membrane a 
l'aide d'une sonde p-actine. 

- la figure 2 illustre l'analyse RT-PCR des ARNm des isoformes 
d'HLA-G dans les biopsies de metastases de melanome (analyse in vivo et ex vivo de 
la peau). Les amorces pan-HLA-G G.257 et 3G.U sont utilises pour T amplification 

30 RT-PCR des transcrits HLA-G, a partir de metastases de peau ex vivo (MEL) et k 
partir de biopsies de peau saine, du meme patient (HS) ; des cellules JEG-3 et des 
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trophoblastes du premier trimestre sont utilises comme controles (taux elev£ de trans- 
cription HLA-G). Les bandes specifiques HLA-G sont revelees par hybridation avec 
une sonde GR-spdcifique, localised dans l'exon 2. Les bandes correspondant aux 
transcrits HLA-G1, G2, G3, G4 et G5 sont indiquees par des fleches. 

- la figure 3 illustre la detection des proteines HLA-G1 dans les 
cellules JEG-3 mais pas dans les cellules de melanomes IGR et M8 a l'aide de 
l'anticorps monoclonal W6/32 : les proteines de surface biotinylees de melanome et 
les cellules JEG-3 sont immunoprecipitees avec l'anticorps monoclonal W6/32 ; les 
immunoprecipit<§s sont separes par SDS-PAGE a 12 % et transferes sur membrane de 
cellulose. Les molecules de surface de classe I sont d&ectees avec de la peroxydase 
conjuguee a de la streptavidine. 

- la figure 4 illustre l'iinmunoprecipitation des isoformes HLA-G 
des cellules de melanomes IGR par un anticorps monoclonal dirig6 contre la chaine 
lourde d'HLA-G libre et par les anticorps monoclonaux 4H84 et HCA2. Les cellules 
sont marquees pendant 30 min, immunoprecipitees avec les anticorps specifiques et 
les immunoprecipites sont analyses par SDS-PAGE a 10 %. L'anticorps 4H84, qui 
reagit avec la chaine lourde HLA-G (bande de 39 kDa dans les cellules JEG-3), 
presente des reactions croisees avec les chaines lourdes d'HLA-A, B et/ou C (bande 
de 45 kDa dans toutes les cellules testees). 

- la figure 5 illustre : 

(A) : l'effet de l'expression HLA-G dans le melanome IGR sur la 
sensibilite a la lyse par le clone YT2C2-PR. Les cellules K562 transferees, soit avec 
le vecteur seul, soit avec le vecteur HLA-G 1 contenant 1'ADNc ou le vecteur HLA-G2 
et les lignees M8, M74 et IGR, DRAN sont utilisees comme cellules cibles (T). Le 
clone YT2C2-PR est utilise comme cellule effectrice (E) dans un rapport cellule 
effectrice/cellule cible (E/T) de 50/1. Les resultats sont exprimes comme le pourcen- 
tage de lyse enregistre en 4 h dans un test de liberation du chrome 51. La liberation 
spontanee n'excede jamais 1 0 % de la liberation maximale. Cette experience est reali- 
see au moins 5 fois et produit a chaque fois les memes resultats ; 

(B) : 1 'inhibition de la lyse induite par le clone YT2C2-PR est due a 
un signal « off » transmis par les cellules IGR et DRAN. La lignee M8 est utilised 



WO 99/42128 

PCT7FR99/00386 

13 

comme cellule cible (T), marquees au chrome. Le clone YT2C2-PR est utilise - comme 
cellule effectrice (E) dans un rapport E/T de 50:1. Les cellules IGR et DRAN sont 
ajoutees en tant que cellules inhibitrices dans un rapport cellule inbibitrice/cellule 
cible de 100, 50 et 25:1. 0 indique qu'aucune cellule IGR n'a ete ajoutee dans le test ; 
5 (C) : 1'inhibition de la lyse induite par des cellules de melanome 

HLA-G positives (cellules cibles T). Cette figure illustre plus particulierement 1'effet 
de l'expression HLA-G par des cellules de melanome IGR et DRAN sur la sensibilite 
a la lyse par le clone YT2C2-PR. Plusieurs lign&s cellulaires B-EBV HLA-G nega- 
tives [HOM (A3, B27, Cwl), BM (A29, B61, Cw2), SPO (A3, B7, Cw7), SWE (A2, 

10 B44, Cw5)] sont lysees par le clone YT2C2-PR. Ce clone est utilise comme cellule 
effectrice (E) dans un rapport E/T de 50/1. Les r&ultats sont exprimk comme le pour- 
centage de lyse enregistre" en 4 h dans un test de liberation du chrome 5 1 . La liberation 
spontanee n'excede jamais 10 % de la liberation maximale ; 

(D) et (E) : ces figures montrent que les cellules tumorales HLA-G 

15 negatives M8 transferees par les ADNc codant pour les molecules Gl, G2, G3, G4 
inhibent la lyse NK (figure 5E) et les reponses T cytotoxiques (figure 5D). La figure 
5D comprend en abscisse les rapports cellules effectrices (E) (lignees HLA-A2 
restreintes specifiques d'un peptide de la grippe)/cellules cibles (T) (lignees M8 
transferees) et en ordonnee le pourcentage de lyse specifique. Le Tableau ci-apres 

20 correspond aux valeurs obtenues sur cette figure. 



Rapport E/T 


M8-RSV 


Gl 


G2 


G3 


G4 


G&iomique 


15/1 


55% 


8% 


39% 


12% 


17% 


30% 


7/1 


52% 


6% 


42% 


10% 


14% 


25% 


3/1 


29% 


2% 


30% 


6% 


12% 


23% 



La figure 5E comprend en abscisse les rapports cellules effectrices 
(E) (clone YT2C2-PR)/cellules cibles (T) (lignew M8 transfectees) et en ordonnee le 



pourcentage de lyse specifique. 

- la figure 6 illustre la detection de transcrits HLA-G dans des 
biopsies de melanomes humains. Les amplifications RT-PCR sont realisees en utili- 
sant les amorces G.257 et G.3U precitees, a partir de biopsies de peau saine (HS) et de 
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ganglions lymphatiques sains (HLN) d'une part et de biopsies de metastases de 
ganglions lymphatiques (LNM1 et LNM2). Les cellules de choriocarcinome JEG-3 
sont utilisees comme cellules controles pour les taux de transcription Aleves. Des 
bandes HLA-G specifiques sont revetees par hybridation avec la sonde GR-spdcifique, 
5 localis^e au niveau de Texon 2. Les bandes correspondant aux transcrits HLA-G1 , G2, 
G3» G4 et G5 sont indiquees par des fleches. Les produits de la PCR coampliftes au 
cours de la meme reaction avec les amorces de la p-actine sont detectes sur la meme 
membrane, a l'aide d'une sonde p-actine. 

- la figure 7 illustre Tanalyse RT-PCR des transcrits HLA-G dans les 
10 biopsies de tumeurs primitives de m&anomes et dans les cultures de cellules primaires 

MPP5 derivees (analyse ex vivo). Les amorces pan-HLA-G precipes sont utilisees 
pour 1' amplification a partir de biopsies de peau saine (HS1), de tumeurs primaires de 
peau (SPT1) et de tumeurs en regression (Rl) obtenues a partir du meme patient et a 
partir de cellules primaires derivees obtenues a partir d'un tissu tumoral de peau 

15 (MPP5). Les cellules MPP5 et la biopsie SPT1 presentent des taux de transcrits HLA- 
G similaires. Des cellules JEG-3 sont utilisees comme controles de taux eleves de 
transcription HLA-G. Les bandes specifiques HLA-G sont revelees par hybridation 
avec une sonde GR-sp£cifique, localise dans Texon 2. Les bandes correspondant aux 
transcrits HLA-G 1, G2, G3, G4 et G5 sont indiquees par des fleches. Les produits de 

20 la PCR coamplifi^s dans la meme reaction avec les amorces de la p-actine sont 
detectes sur la meme membrane par une sonde specifique de la p-actine. 

- la figure 8 illustre : 

(A) la detection specifique des transcrits HLA-G5 par RT-PCR dans 
des biopsies de mdlanomes. L'amplification du transcrit HLA-G5 a partir de ganglions 

25 lymphatiques sains (HLN), d'une tumeur primaire de peau (SPT1) et de deux biopsies 
de metastases de ganglions lymphatiques (LNM1 et LNM2) est realisee a l'aide des 
amorces G.526 et G.i4b. La bande correspondant au transcrit HLA-G5 est detectee par 
hybridation avec une sonde I4F, localisee dans Fintron 4 ; des cellules JEG-3 sont 
utilisees comme controles (taux Sieves de transcription HLA-G5). La bande corres- 

30 pondant au transcrit HLA-G5 est indiquee par des fleches. Les produits de la PCR 
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coampMfifc dans „ ^ ^ aw ^ ^ ^ fa ^ ^ ^ ^ ^ 
meme membrane par une sonde specifique de la p-actine ; 

CB) l'analyse inununoMstochimique de ['expression HLA-G soluble 
dans la biopsie LNM.. Des sections de la biopsie XNM, melees et fete sur de 
5 1 acetone sont color&s positive*™ avec ranticorps anti-melanome HMB45 (DAKO) 
e. 1'anticorps anti-HLA-G soluble 1601, tandis que le controle negauf ne se colore pas 
en ushsant le systeme peroxydase anri-souris Envision (DAKO) e. I'AEC comme 
substrat. 

II doit itre bien entendu, loutefois, que ces exemples sont donnfa 
» uniquemen, 4 titre dMllusMon de 1'obje, de 1'invendon, don, ils ne constituent en 

aucune maniere une limitation. 

EMMPLEl : Analyse des profils HLA-G de different* lignees tumorales et 
etude de inhibition de la lyse par les cellules NK. 

AJ MATERTFT FT Tvnn^pFc; 

1/ Lignees cellulaires 

La lignee cellulaire erythroleucemique humaine K562 (ATCC) et la 
ligne* cellulaire leucemique T immature (clone YT2C2-PR) a activite NK) sont 
maintenues dans un milieu RPMI 1640 complement* avec du serum de veau foetal a 
lOo/o, inactive par la chaleur, de la L-glutamine 2mM, de la gentamicine a 1 ug/ml et 
de la fungizone (Sigma, Samt-Quentin, France) et cultivees a 37°C dans un incuba- 
teur, humidifie a atmosphere enrichie a 5% en CO, Les transfectants K562 sont se- 
lectionnes dans un milieu contenant de la geneticine a 1 mg/ml (G418 sulfate, Sigma). 

La lignee cellulaire humaine de choriocarcinome HLA-G-positive 
denommee JEG-3 (ATCC) est cultivee dans un milieu DMEM (Sigma) supplement ■ 
avec du serum de veau foetal a 10%, inactive a la chaleur, des antibiotiques et de la L- 
glutamine 2mM. Les lignees cellulaires ne contiennent pas de mycoplasmes. 
Outre les ligndes precipes, on utilise : 

- des lignees de melanome IGR (HLA-A2, A3, B58/male) M74 
(HLA-A1, A2, B8, B14/femelle), M8 (HLA-A1, A2, B12 et B40/male) et DRAN 
(HLA-A2, A3, B7, B35, CW5, CW7), 
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- des tissus trophoblastiques du premier trimestre, obtenus apres 
IVG ; ces tissus sont d&oupes en fines lamelles et immediatement utilises pour 
extraire l'ARN, et 

- des cellules mononucleees du sang peripheriques (PBMC), obte- 
5 nues a partir de volontaircs sains et isolees sur un gradient de densite Ficoll-Hypaque 

1077. 

21 Anticorps monoclonaux 

Les anticorps suivants sont utilises : 

W6/32 : IgG2a, anti-chaines a de HLA de classe I associees a la p2- 
10 m (Sigma) ; HCA2 : IgG anti-HLA-A et G et IgG anti-HLA-G, 87G, 4H84 et 16G1 . 
3/RT-PCR 

L'ARN total est extrait a partir de 10 7 cellules a l'aide du reactif 
RNA NOW (Biogentex, Inc.) conformement aux recommandations du fabricant. La 
quality de l'ARN est v6rifi6e par electrophorese sur gel d'agarose a 1,5% denaturant. 

15 Les ADNc sont prepares a partir de 10 ug d'ARN total trails avec de la DNAse I 
(Boerbinger Mannheim) en utilisant une amorce oligo-(dT), 2 . 18 et la transcriptase 
inverse M-MLV (GIBCO-BRL). Les amplifications RT-PCR HLA-G specifiques sont 
realisees en utilisant les amorces suivantes : G.257 (exon 2) et G3.U (3'UT) (Ishitani 
A. et al M Proc. Natl. Acad. Sci., 1992, 89, 3947-3951 ; Kirszenbaum M. et al., Proc. 

20 Natl. Acad. Sci., 1994, 91, 4209-4213 et Moreau P. et al., C.R. Acad. Sci, 1995, 318, 
837-842), pour detecter toutes les isoformes d'ARNm d'HLA-G. Une amplification 
specifique de chaque forme d'ARNm d'HLA-G est realisee avec les ensembles 
d' amorces suivants : 

- G.526 (exon 3) et G3.U (3' UT) pour les isoformes Gl, G4 et G5 ; 
25 - G.526 (exon 3) et G.i4b (intron 4) pour l'isoforme G5 ; 

- G.-3 (recouvrant partiellement les exons 2 et 4) et G3.U (3' UT) 
pour les isoformes G2 et G6 ; 

- G.3-4 (recouvrant partiellement les exons 2 et 5) et G3.U (3' UT) 
pour Pisoforme G3. 

30 Les ADNc des HLA classiques de classe I sont amplifies comme 

decrit dans King et al. (J. Immunol., 1996, 156, 2068-2076), en utilisant une amorce 5' 
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unique HLA-5P2 et 3 amorces 3', HLA-3pA, HLA-3pB et HLA-3pC qui amplifient 
respectivement les ARNm HLA-A, HLA-B et HLA-C. 

Les amorces specifiques DRA sont decrites dans King et al. precitS. 

Une co-amplification de l'ADNc de P-actine est realisee dans 
5 chaque experience avec le test Clontech (16 cycles), de maniere a evaluer les quantites 
comparatives d'ARN dans les 6chantillons. Les produits PCR sont analyses par 61ec- 
trophorese sur gel d'agarose a 1% et colores a l'aide de bromure d'ethidium. La speci- 
ficite des produits PCR est confirmee par blotting alcalin des fragments dans du 
NaOH 0,4 N sur des membranes de Nylon (Hybond N+, Amersham, France). 
10 Les sondes HLA-G specifiques sont les suivantes : 

- GR specifique de I'exon 2, 

- G.647 F (5'-CCACCACCCTGTCTTTGACT : speafique de 

I'exon 4), 

- G.I4 F (GAGGCATCATGTCTGTTAGG : specifique de l'intron 

15 4), et 

- G.927 F (5'-ATCATGGGTATCGTTGCTGG : specifique de 

I'exon 5). 

Les autres sondes sont les suivantes : 

- sonde specifique HLA-A (5 ' GGAGGACCAGACCC AGGACAC- 

20 G), 

- sonde specifique HLA-B (5 ' AGCTCCGATGACC AC AACTGC) 

- sonde specifique HLA-C (5'TGTCCTAGCTGCCTAGGAG) et 

- sonde specifique HLA-DRA (TGTGATCATCCAGGCCGAG). 
Les filtres sont exposes sur des films Kodak (Biomax) avec des 

25 6crans amplificateurs pendant 4 a 16 heures a -80°C. 

4/ Immunoprecipitation des proteines biotinylees de surface et 

Western blot. 

Les proteuies de surface sont marquees avec de la biotine. Apres 
lavage dans du PBS, 1,5.10 7 cellules sont incubes dans 1 ml de PBS froid contenant 
30 5 ml de NHS-SS-biotine (Pierce, Rockford, IL) pendant 15 min a 4°C. Les groupes 
actifs r6siduels sont inhibes dans 50 mM de NH 4 C1 pendant 1 0 min a 4°C. Les cellules 
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sont lys6es dans 1 % de Triton X100/PBS. Les proteines precipitees avec l'anticorps 
W6/32 sont separ&s sur SDS-PAGE k 12 %, transferees sur membrane de nitrocellu- 
lose et mises en presence d'un conjugue peroxydase de raifort-streptavidine. Apres un 
lavage extensif de la membrane, la reaction coloree est realisee en utilisant le r6actif 
5 de detection de Western blotting ECL (Amersham, France), apres quoi la membrane 
est exposee a un film Kodak a temperature ambiante. 
5/ Essais de cytotoxicity 

L'activite cytolytique des cellules mononucleees du sang peripWri- 
que, des cellules NK et des cellules YT2C2-PR (cellules effectrices ou E) k rencontre 

10 des transfectants HLA-G (cellules cibles ou T) est estimee a Paide de tests de libera- 
tion pendant 4 heures du chrome 51, dans lesquels les cellules effectrices sont meian- 
g£es avec 5.10 3 de cellules cibles marquees au chrome 51 (100 |iCi de 51 Cr-chromate 
de sodium, Amersham, UK), dans differents rapports E/T, dans des plaques de micro- 
titration dont le fond est en forme de U. 

15 Apres 4 heures a 37°C dans un incubateur humidifie contenant 5% 

de C0 2 , 100 \il de surnageant sont prelev6s pour un comptage par scintillation en 
phase liquide (Wallac 1450 Microbeta, Pharmacia, France). Le pourcentage de lyse 
specifique est calculi comme suit : 

pourcentage de lyse specifique = [cpm dans le puits experimental - cpm de liberation 
20 spontanee)/(cpm de liberation maximale - cpm de liberation spontanee)] x 100. 

La liberation spontanee est determinee par incubation des cellules 
cibles (T) marquees avec le milieu. La liberation maximale est determinee par solubi- 
lisation des cellules cibles dans de THC1 0,1 M. Dans toutes les experiences, la libera- 
tion spontanee est inferieure a 10% par rapport a la liberation maximale. Les resultats 
25 sont presentes comme des moyennes de trois echantillons. Dans les experiences dans 
lesquelles les anticorps monoclonaux sont utilises pour bloquer T interaction HLA-G- 
NK, les cellules cibles sont incubees avec Tanticorps monoclonal correspondant, puis 
lavees et incubees avec un anticorps F(ab') 2 de chevre anti-souris (Jackson Immxmo- 
research, USA) pour eviter la cytotoxicite cellulaire dependante des anticorps (ADCC) 
30 par interaction des recepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines, exprimes 
sur les cellules NK avec le premier anticorps utilise. Les toxicites des anticorps 
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monoclonaux sont egalement verifiees dans chaque essai et sont toujours inferieures a 
3%. 

II - Resultats 

1/ Identification des differents transcrits d'HLA-G dans des 
5 lignees cellulaires de melanome. 

Les ADNc d'HLA-G de 4 lignees cellulaires de melanome (IGR, 
M8, M74 et DRAN) sont amplifies, a Taide des amorces precedemment decrites (A. 
Ishitani et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3947-3951 ; M. Kirszenbaum et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 4209-4213), derivees des sequences speci- 
10 fiques de l'exon 2 et de la region 3' non traduite (voir Materiel et M6thodes) (figure 
!)• 

La lignee JEG-3 de choriocarcinoma et des cellules trophoblastiques, 
qui presentent des taux eleves de transcrits d'HLA-G, sont utilisees comme temoins 
positifs et les cellules mononucleees du sang peripherique (PBMC) de volontaires 
15 sains sont utilises comme controle negatifs (taux faibles de transcrits HLA-G). 

L'hybridation des produits de la PCR ont pennis d'identifier des 
taux importants d'ARNm d'HLA-G dans 2 lignees cellulaires de melanome, a savoir 
IGR et M74, tandis qu'aucun signal ne peut etre d6tect6 dans la lignee cellulaire de 
melanome M8. 

20 Dans les cellules JEG-3 et les trophoblastes, tous les transcrits 

d'HLA-G sont detectes (figures 1A et 1C). 

Dans les cellules de mdlanome IGR et DRAN, tous les transcrits 
sont egalement detectes par les amorces pan-HLA-G (figure 1 A). 

Cependant, les amorces pan-HLA-G ne permettent pas de distinguer 

25 entre les signaux HLA-G 1 et HLA-G5, qui sont presents toxis les deux, au niveau 
d'une bande correspondant a 1 000 pb, ni entre les signaux HLA-G2 et HLA-G 1, qui 
comigrent sous la forme d'un fragment de 600 pb. Une identification RT-PCR permet 
d'isoler les isofonnes a Taide d'amorces sp^cifiques (P. Moreau et al., C. R. Acad. 
Sci., 1995, 318, 837-842) (voir Materiel et M&hodes). 



WO 99/42128 PCT/FR99/00386 

20 

Les cellules IGR et DRAN expriment toutes les isoformes d'HLA-G 
sous forme de transcrits, HLA-G4 et HLA-G5 etant exprimfe & des taux faibles (figure 
IB). 

Dans la lign6e cellulaire de melanome M74, les amorces pan-HLA- 
5 G detectent des bandes coirespondant a HLA-G 1 et HLA-G5 (1 000 pb) (signaux 
intenses), un signal pour HLA-G2 et G4 (600 pb), mais aucun signal pour HLA-G3 
(300 pb) (figure 1 A). Les amorces pour les isoformes specifiques revelent que dans 
ces cellules les isoformes Gl et G4 sont plus abondantes que dans les PBMC tandis 
que le taux de transcrit G5 est comparable k celui observe dans les PBMC. 
10 Des taux faibles d'ARNm HLA-G2 et HLA-G6 (forme soluble 

d'HLA-G2) sont detectes dans ces cellules M74, tandis qu'une amplification speci- 
fique du transcrit HLA-G3 confirme r absence d'HLA-G3 observee avec les amorces 
pan-HLA-G dans ces cellules (figures 1 A et IB). 

Aucun signal d'hybridation HLA-G n'est observe dans les cellules 
15 M8 (figures lAet IB). 

21 Analyse des proteines HLA-G dans les cellules de melanome . 
Pour determiner si les transcrits d'HLA-G detectes dans les m61ano- 
mes sont traduits en proteines HLA-G, des Etudes d'immunoprecipitation ont &e 
effectuees avec differents anticorps monoclonaux anti-HLA de classe L 
20 La comparaison est realisee en presence d'un controle positif (cellule 

JEG-3) et d*un controle negatif (cellules de melanome M8). 

Les resultats d'immunoprecipitation avec Tanticorps monoclonal 
W6/32 sont illustres a la figure 3. 

Avec les cellules JEG-3, Tanticorps W6/32 immunoprecipite deux 
25 prolines de 45 kDa (molecule HLA-C) et de 39 kDa (isoforme HLA-G1 liee a la 
membrane). 

Dans les cellules IGR et M8, seulement une proteine de 45 kDa est 

ddtect^e. 

Des resultats similaires sont obtenus par immunoprecipitation de 
30 proteines de surface biotinylees (figure 3). 
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Ces donnees montrent que la proteine HLA-G1 n'est pas exprimee 
dans les cellules IGR, meme si ces dernieres expriment l'ARNm correspondant. 

Cependant, Tabsence de proteine HLA-G 1 dans les cellules IGR 
n'exclut pas 1* expression de 3 autres isoformes d'HLA-G (HLA-G2, G3 et G4). 
5 Ces proteines ne peuvent pas etre revelees par l'anticorps monoclo- 

nal W6/32, en raison de leur incapacity a s'associer avec la (32m. 

Pour mettre en evidence ces proteines, rimmunoprecipitation de 
prolines marqu&s a la methionine ( 35 S-methionine) est realisee en utilisant des anti- 
corps monoclonaux qui reconnaissent FHLA-G libre, 1'HLA-G denaturee et l'HLA-A 
10 (anticorps HCA2) et un epitope localise au niveau du domaine al present dans toutes 
les isoformes de la proteine HLA-G (anticorps monoclonal Ig anti HLA-G). 

L'anticorps monoclonal r6v61e la presence de la proteine HLA-G1 
de 39 kDa dans les cellules JEG-3 et DRAN et son absence dans les cellules IGR 
(figure 4). 

15 Des bandes additionnelles, qui migrent a 32-34 kDa et k 1 8 kDa, qui 

correspondent respectivement a la taille de la proteine HLA-G2 et/ou de la proteine 
HLA-G4 ou G3, sont detectees dans les cellules IGR aussi bien avec Tanticorps 
monoclonal Ig anti HLA-G qu'avec Tanticorps HCA2 (figure 4). 

Les bandes additionnelles, specifiques de la proteine HLA-G, ne 
20 sont pas observees dans les cellules M74 et M8 qui ne presentent pas les transcrits 
d 5 HLA-G correspondants (figure 4). 

3/ Protection de la lignee IGR de la cvtolvse induite nar les cellu- 



les NK . 

25 NK. 



Les cellules YT2C2-PR sont utilisees comme cellules effectrices 



La lignee cellulaire IGR, qui exprime les isoformes HLA-G2 et/ou 
G4 et G3 et la lignee DRAN, qui exprime HLA-G1 (figure 5), abolissent la lyse 
induite par le clone YT2C2-PR. 

La lignee cellulaire de melanome M74, qui exprime les antigenes 
30 classiques du CMH de classe I mais qui presente un defaut selectif dans la transcrip- 
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tion et T expression des isoformes HLA-G2 et HLA-G3 est lysee par le clone YT2C2- 
PR. 

Une lyse est egalement observee avec la lignee cellulaire M8, qui 
exprime les antigfcnes classiques du CMH de classe I, mais qui ne transcrit aucun 
5 ARNm d'HLA-G (figures 1 et 5). 

Pour montrer que seules les HLA-G sont impliquees dans cette inhi- 
bition de la lyse induite par les cellules NK, plusieurs lignees cellulaires EBV-B 
n'exprimant aucune HLA-G mais partageant au moins une allele HLA-A, B ou C avec 
la lignee IGR sont utilisees comme cellules cibles. 
10 Toutes ces lignees EBV-B sont lysees par le clone YT2C2-PR, 

montrant que les antigenes HLA-A, B et C ne sont pas impliques dans la protection 
des m&anomes IGR et DRAN, de la lyse YT2C2-PR (figure 5). 

Pour montrer que Tinhibition de la lyse, induite par le clone YT2C2- 
PR par les cellules IGR, n'est pas due a un signal transmis par cette lignee cellulaire 
15 mais est bien liee k une resistance intrinseque de ces cellules IGR aux cellules NK, les 
cellules IGR ont &e utilisees comme inhibiteurs, dans un test de cytotoxicity dans 
lequel les cellules cibles (T) sont des cellules M8 et les cellules YT2C2-PR, les 
cellules effectrices (E). 

La figure 5 B montre que les cellules IGR inhibent de maniere effi- 
20 cace la lyse des cellules M8 par le clone YT2C2-PR ; cette inhibition est proportion- 
nelle au nombre de cellules IGR utilise pour le test compdtitif. 

EXEMPLE 2 : Detection des transcrits et des proteines HLA-G dans des biopsies 
de m&anomes. 

AJ MATERIEL ET METHODES 
25 1/ Echantillons tumoraux 

Des biopsies sont effectuees a partir d' echantillons tissulaires de 

patients. 

Immediatement apres le prelevement, les echantillons sont congeles 
dans Tazote liquide et stockes jusqu'a Textraction de TARN. 
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2/ Immunohistochimie. 

Des methodes standards sont utilisees pour realiser 
rimmunohistochimie sur des coupes rdalisees a partir des biopsies de m^lanome, 
fixees a Tacetone, rincees dans du PBS et bloquees dans du serum de lapin normal 

5 (DAKO) dans du PBS. 

Les 6chantillons sont incutas avec l'anticorps primaire pendant 1 h a 
temperature ambiante, puis sont incubes avec un anticorps secondaire (Ig de lapin anti- 
souris conjuge" avec du FITC) (DAKO). 

Les sections sont contre-colorees avec un colorant nucleaire (DAPI, 
10 Sigma) et preparees dans un milieu convenable. La fluorescence est analysed avec un 
microscope confocal Io24 MRC (Bio-Rad). Les anticorps suivants sont utilises : 
W6/32 : IgG2a anti-chaines lourdes d'HLA-G de classe I associees a de la p2-micro- 
globuline (Sigma) et 87G : lgG2b anti-HLA-G qui d&ecte l'isoforme HLA-G1 . 

Les autres techniques sont identiques a celles de l'exemple 1. 
15 B/RESULTATS 

1/ Analyse de la transcription HLA- ft dans des hionsies de 

mflanome ex-vivo . 

Tous les transcrits d'HLA-G sont detectes a des taux importants 
dans certaines biopsies de melanome, alors que seule la bande de 1 000 pb est detected 
20 dans la peau humaine saine (figures 2 et 6). Ces resultats ont ete confirmes sur 
d'autres biopsies et montrent que les taux importants de transcription observes dans 
les cellules de m&anome, sont specifiques de ces derniers et non observable dans le 
tissu sain. 

De maniere plus precise,. des taux dlevds de transcription HLA-G 
25 sont detectes de maniere specifique dans des tumeurs primaires et dans des metastases, 
alors que des taux basaux de transcrits HLA-G et une absence d'expression de 
protdine HLA-G sont observes dans la peau saine ou dans des ganglions lymphatiques 

normaux (figure 6A). 

L'analyse de la peau saine (HS1), des tumeurs primaires de peau 
30 (SP 1 ) et d'un site de regression tumorale (Rl ) dans une tumeur primaire de peau d'un 
meme patient permet la detection d'un taux eleve de transcrits HLA-G et d'expression 
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de prolines au niveau du site tumoral primaire, tandis qu'aussi bien la peau saine que 
le site de regression tumorale presentent des taux basaux de transcrits HLA-G et 
Tabsence complete de l'expression de proteines HLA-G 1 (figure 7). 

Les cellules primaires en culture (MPP5) derivees de la tumeur 
5 primaire SP1 presentent egalement des taux (Sieves de transcrits HLA-G (figure 7). 

2/ Analyse de la transcription HLA-G soluble dans des biopsies 
de melanome ex-vivo 

Une amplification spdcifique des transcrits (ARNm) correspondant k 
1'isoforme soluble HLA-G5, dans les biopsies de m61anomes montrent que Ton 
10 detecte des taux elev£s de transcrits HLA-G5 dans certaines biopsies de m&anomes 
dont on a montr£ qu'elles presentent des taux eleves de transcrits correspondant aux 
isoformes membranaires d'HLA-G (figure 8). 

Par ailleurs, dans d'autres cas, on observe une dissociation entre les 
taux d'HLA-G5 et les taux des autres transcrits HLA-G : dans des biopsies de mela- 
15 nomes dans lesquelles on a prealablement observe des taux eleves d'HLA-G 1, G2, G3 
et G4, on n' observe pas de transcrits HLA-G5. 

La tumeur primaire de peau SP1 et les cellules en culture correspon- 
dantes MPP5 ainsi que les metastases de ganglions lymphatiques LNM2 presentent 
des taux eleves de transcrits HLA-G conespondant a des isoformes d'HLA-G liees a 
20 la membrane (figure 8), alors qu'on ne d6tecte pas de transcrits HLA-G5 dans le 
meme 6chantillon. 

3/ Analyse des proteines membranaires et solubles dans des biopsies 

de melanomes 

Des taux eleves de transcrits HLA-G sont correles a la detection 
25 sp^cifique de Texpression de proteine HLA-G par un anticorps monoclonal anti-HLA- 
G (anticorps 87G) dans des biopsies de melanomes. En effet, Panalyse immunohisto- 
chimique de l'expression HLA-G dans une biopsie de ganglions lymphatiques meta- 
stasiques (LNM2) permet d' observer un marquage positif de LNM2 aussi bien avec 
Panticorps 87G qu'avec Tanticorps W6/32 s alors que le controle negatif constitue par 
30 la peau saine du meme patient n'est pas colore par Tanticorps anti-HLA-G. 
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Afin d'affiner cette etude, un anticorps qui detecte sp^cifiquement la 
proteine HLA-G soluble, l'anticorps 16G1 (Lee et al, Immunity, 1995, 3, 591-600), 
permet de demontrer Pexpression de la proteine HLA-G soluble dans la biopsie de 
ganglions lymphatiques d'un patient presentant des taux elev6s de transcrits HLA-G5 
(figure 8). 

L'analyse immunohistochimique permet le marquage de cette biop- 
sie tandis que Ton n' observe aucune expression detectable en utilisant le meme anti- 
corps dans une biopsie de melanomes d'un patient presentant des taux eleves des 
autres isoformes d'HLA-G. 

En effet, l'analyse immunohistochimique de 1'expression d'HLA-G 
soluble dans la biopsie LNM2, montre que des sections de biopsies LNM2 fixees a 
1'acetone sont colorees positivement avec l'anticorps anti-melanome HMB45 (DAKO, 
Glostrup, ; SKELTON et aL, Am. J. DermatopathoL, 1991, 13, 543-550) et l'anticorps 
anti-HLA-G soluble 16G1, tandis que le controle n^gatif n'est pas colore. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, T invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de fa9on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'6carter du 
cadre, ni de la port6e, de la presente invention. 
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REVENDICATIONS 
1°) Methode d'etablissement du profil de transcription HLA-G d'une 
tumeur solide, en vue de la selection d'un traitement adapte a ladite tumeur et/ou en 
vue de la surveillance de 1'evolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle 
5 comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral ; 

(ii) l'extraction de l'ARNm ; 

(iii) la transcription inverse (RT) dudit ARN ; 

(iv) les amplifications successives ou concomitantes des ADNc 
10 obtenus en (iii), en presence d'amorces specifiques de chaque isoforme d'HLA-G et 

l'analyse des produits d'amplification obtenus, par electrophorese et/ou hybridation 
specifique et 

(v) l'etablissement du profil de transcription HLA-G dudit echan- 

tillon. 

15 2°) Methode d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une 

tumeur solide, en vue de la selection d'un traitement adapte a ladite tumeur et/ou en 
vue de la surveillance de 1'evolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

(i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 
20 (ii) la preparation d'une coupe histologique a partir dudit echan- 

tillon, 

(iii) le marquage des cellules de l'echantillon obtenu en (ii) avec des 
anticorps specifiques d'isoformes membranaires et solubles HLA-G, et 

(iv) l'etablissement du profil d'expression HLA-G dudit echantillon, 

25 par detection des cellules marquees. 

3°) Methode d'etablissement du profil d'expression HLA-G d'une 
tumeur solide, en vue de la selection d'un traitement adapt* a ladite tumeur et/ou en 
vue de la surveillance de 1'evolution de ladite tumeur, caracterisee en ce qu'elle 
comprend : 

30 (i) le prelevement d'un echantillon tumoral, 
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(ii) Eventuellement le marquage des cellules dudit 6chantillon, 

(iii) la lyse des cellules, 

(iv) la raise en contact des cellules lysees avec differents anticorps 
diriges contre les antigenes HLA de classe I, pour former, eventuellement des 

5 complexes isoforme d'HLA-G/anticorps, et 

(v) l'etablissement du profil d' expression HLA-G dudit tehantillon, 
par d6tection des complexes formes a Tetape (iv). 

4°) M6thode de selection de facteurs de regulation de la transcription 
et/ou de T expression des HLA-G par des cellules tumorales, laquelle methode est 
10 caracterisee en ce qu'elle comprend : 

(i) le pr&evement d'un echantillon tumoral, 

(ii) Tisolement des cellules tumorales a partir dudit Echantillon, 

(iii) la mise en culture primaire des cellules tumorales obtenues en 

(ii), 

15 (iv) F addition de la substance a tester, 

(v) la visualisation de l'effet obtenu par T&ablissement du profil de 
transcription et/ou depression HLA-G desdites cellules apres traitement avec ladite 
substance a tester, et 

(vi) le test in vitro de Peffet du traitement sur la reponse anti- 

20 tumorale. 

5°) Vaccin anti-tumoral, apte k etre utilise dans des tumeurs solides 
exprimant au moins une isoforme d'HLA-G, caracterise en ce qu'il est selectionne 
dans le groupe constitue par des cellules tumorales autologues ou un antigene HLA- 
G5 soluble ou un fragment de celui-ci. 

25 6°) Vaccin selon la revendication 5, caracterise en ce que lorsque 

ledit vaccin est constitu<§ de cellules tumorales de Tindividu a traiter exprimant au 
moins une isoforme d'HLA-G, lesdites cellules etant modifies de maniere & induire a 
production d'anticorps anti-HLA-G. 

7°) Vaccin selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit anti- 

30 gene HLA-G soluble ou un fragment de celui-ci est couple a une proline appropriee 
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et eventuellement associe" a un adjuvant tel que l'hydroxyde d'aluminium ou le 

phosphate de calcium. 

8°) Composition anti-tumorale, apte a etre utilisee dans des tumeurs 
solides exprimant au moins une isoforme d'HLA-G, caracterisee en ce qu'elle est 
5 essentiellement constitute d'anticorps anti-HLA-G. 

9°) Composition anti-tumorale, apte a 6tre utilisee dans des tumeurs 
solides exprimant au moins une isoforme d'HLA-G, caractensde en ce qu'elle est 
essentiellement constitute par au moins un facteur de regulation de la transcription 

et/ou de 1'expression des HLA-G. 

10 io°) Composition selon la revendication 9, caracterisee en ce que 

ledit facteur de regulation est s&ectionne" dans le groupe consume" par les facteurs de 
regulation obtenus a l'aide de la m6thode selon la revendication 4, les facteurs antago- 
nistes des agents d'activation des HLA-G, les acides nucleiques anti-sens et les 
inhibiteurs hormonaux de la transcription et/ou de 1'expression desdites HLA-G. 

15 Produits contenant des anticorps anti-HLA-G et des facteurs de 

regulation de 1'expression des HLA-G, comme produits de combinaison pour une uti- 
lisation simultante, separee ou etal6e dans le temps, dans le traitement des tumeurs 
solides exprimant au moins une isoforme d'HLA-G. 

12°) Modele d'etude de la transcription et/ou de 1'expression des 

20 HLA-G, caracterist en ce qu'il est constitue" par une culture de cellules etablie a partir 
d'une biopsie de tissu tumoral. 

1 3°) M&hode de surveillance de revolution d'une tumeur exprimant 
HLA-G, caracterisee en ce qu'elle comprend le dosage de la forme soluble d'HLA-G 
dans les serums de patients, en tant que facteur pronostic de la dissemination tumorale 

25 ou de la capacite d'une tumeur a former des metastases. 
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